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(54) Title: WATER-SOLUBLE ANTIBIOTIC COMPRISING AN AMINO SUGAR, IN THE FORM OF A POLYSACCHARIDE 
CONJUGATE 

(54) Bezeichnung: WASSERLOSLICHES, EINEN AMINOZUCKER AUFWEISENDES ANTIB IOTIKUM IN FORM EINES 
POLYSACCHARIDKONJUGATS 

(57) Abstract: The invention relates to novel pharmaceutical forms for antibiotics containing amino sugar, amphotericin B, daunoru- 
bicin and doxorubicin, in which the known side effects are reduced and which can be used in a simple manner. The antimycotic 
agent B is nephrotoxic. The cytostatic agents daunorubicin and doxorubicin are highly cardiotoxic. The novel pharmaceutical forms 
are antibiotic -starch conjugates, wherein the antibiotic is combined with the polysaccharide at the reducing end thereof by means of 
a peptide bond. According to the invention, said bond is carried out by means of J 2 ~oxidation of the starch derivative at the reducing 
end thereof in an aqueous alkaline solution, and by coupling the starch derivative oxidised thereby to the antibiotic in an organic 
solution. The conjugates obtained are less toxic. The polysaccharide part can be decomposed by serum-oc-amylase and the peptide 
bond can be accessed by an enzymatic attack. 

(57) Zusammenfassuttg: Es sollten neue Arzneiformen fur die aminozuckerhaltigen Antabiotika Amphotericin B, Daunorubicin und 
Doxorubicin bereitgestellt werden, bei welchen die bekannten Nebenwirkungen reduziert und welche unkompliziert anwendbar sind. 
Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch. Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark kardiotoxisch. 
Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjugate, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an dessen reduzie- 
rendem Ende uber eine Peptidbindung verkniipft ist. Verfahrensrnassig erfolgt diese Bindung uber J 2 -Oxidation des Starkederivats 
an seinem reduzierenden Ende in wassriger alkalischer Losung und anschliessender Kopplung des so oxidierten Starkederivats an 
das Antibiotikum in organischer Losung. Die erhaltenen Konjugate sind weniger toxisch. Der Polysccharid-Anteil ist durch Se- 
rum-a-Amylase abbaubar und die Peptidbindung einem enzymatischen AngrifT zuganglich. 
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Wasserlosliches, einen Aminozucker aufvveisendes Antibiotikum in Form eines 

Polysaccharidkonjugats 

Die vorliegende Erfmdung betrifft wasserlosliche, oral oder parenteral applizierbare 
Zubereitimgen von einen Aminozucker aufweisenden Antibiotika in Form eines Konjugats 
mit einem Polysaccharid auf Basis von Starke oder Starkederivaten, insbesondere 
Hydroxyethylstarke and Hydroxypropylstarke, sowie ein Verfahren zu deren kostengunstiger 
Herstellung in hoher Ausbeute. Besonders bevorzugt als Polysaccharid ist 
Hydroxyethylstarke. Als Antibiotika mit einem Aminozucker kommen insbesondere 
Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin in Betracht, welche allesamt eine 
Aminogruppe in C r Position des Amionozuckeranteils aufweisem 

Die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin finden 
in der Therapie breite Anwendung und stellen oft das Mittel der Wahl dar, obwohl sie teils 
gravierende Neberiwirkungen zeigen. Amphotericin B wird iiberwiegend parenteral appliziert, 
Daunorubicin und Doxorubicin miissen zwingend i.v. verabreicht werden. 

Amphotericin B ist ein aus Streptomyces nodosus isoliertes Polyen- Antibiotikum. Chemisch 
handelt es sich um ein makrocyclisches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugierten 
Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb eines 38~gliedrigen Lactonrings, an 
welchen iiber eine O-glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosarnin gebunden ist. 
Amphotericin B ist amphoter und besitzt lipophile und hydrophile Regionen im Molekul, 
welche es befahigen, mit den in der Cytoplasmamembran von Pilzen enthaltenen Sterolen 
Komplexe zu bilden, was zu einer Stoning der Zellpermeabilitat fuhrt* Da 
Bakterienmembranen keine Sterole enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin 
B selektiv gegen Pilze gerichtet. 
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Wegen des breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, das praktisch alle 
menschenpathogenen Pilze umfaBt, ist es fur eine systemische Behandlung mykotischer 
Infektionen beim Menschen das Mittel der Wahl. Insbesondere bei Patienten, dereil 
Imrnunsystem beeintrachtigt ist, wie z.B. bei HIV- oder Krebs-Patienten, hat die Behandlung 
der dam it einhergehenden invasiven Pilzinfektionen in den letzten Jahren stark zugenornmen. 

Andererseits ist jedoch der Einsaz von Amphotericin B mit teils ziemlich massiven 
Nebenwirkungen verbunden. Bei generalisierten Mykosen und Organmykosen wird 
Amphotericin B i.v, appliziert, tiblicherweise mit einer taglichen Dosis von 0,5 bis 0,7 mg/kg 
Korpergewicht. Da aber die Vertraglichkeit von Amphotericin B von Patient zu Patient 
unterschiedlich ist, muB die Dosierung individuell eingestellt bzw. angepaBt werden. Dariiber 
hinaus benotigen Patienten mit geschwachtem Imrnunsystem meist hohere Dosen als ublich, 
z.B. tagiich I mg/kg Korpergewicht, die bei schwierigen Verlaufsformen - sofern vertraglich - 
bis zu 1,5 mg/kg gesteigert werden konnen. Die parenterale Anwendungsdauer kann sich 
dabei von einigen Wochen bis zu mehreren Monaten hinziehen. 

Im Laufe einer parenteralen Behandlung kommt.es dann gewohnlich zu in'fusionstypischen 
Reaktionen, wie z.B. Fieber, Erbrechen und Schuttelfrost, die gewohnlich symtomatisch 
behandelt werden, so daB eine Unterbrechung der Infusionsbehandlung nicht erforderlich ist. 
Weit schwerwiegender sind jedoch die oftmals auftretenden Leber- und insbesondere 
Nierenfunktionsstorungen. So fallt etwa zu Beginn einer Therapie die glomerulare 
Filtrationsrate stets urn etwa 40% ab, Bei der Mehrzahl der Behandelten bleibt sie uber die 
gesamte Therapiedauer hinweg emiedrigt. Entsprechend steigen Kreatinin im Serum und 
Harnstoff im Blut an. Gelegentlich sind sogar tiber die Therapiedauer hinaus irreversible 
Schadigungen zu beobachten. Nach zwei- bis dreiwochiger Therapie tritt auch haufig Anamie 



BNSDOCID: <WO 03000738A2_L> 



WO 03/000738 PCT/EP02/06764 

3 

auf, die zu Hamatoktit-Werten von 25 bis 30% fuhren kann. Die Blutbildveranderungen sind 
jedoch in der Regel nach Beendigung der Therapie wieder voll reversibel. 

Wegen seiner Toxizitat und Nebenwirkungen sollte Amphotericin B daher nur bei 
lebensbedrohlichen Urnstanden verabreicht werden. Andererseits stellt es jedoch bei den 
durch Storungen des Immunsystems - z.B. bei AIDS oder nach Organtransplantationen - 
auftretenden Mykosen haufig das einzig wirksame Mittel dan 

Trotz hydrophiler Domanen innerhalb des Molekiils weist Amphotericin als ganzes 
ausgepragte hydrophobe Eigenschaften auf, so daB es im physiologischen pH-Bereich in 
Wasser praktisch unloslich ist. Selbst in organischen Losungsmitteln ist es nur schwer loslich. 
Daher stellen die derzeitigen Handelspraparate relativ kompliziert aufgebaute Arzneiformen 
dar, welche mit zusatzlichen Nachteilen behaftet sind. Mit einem geeigneten 
Losungsvermittler, wie z.B. Na-Desoxycholat, laBt sich die Loslichkeit in Wasser erhohen. So 
liegt z.B. das zur Infusion vorgesehene Origiiiatorpraparat von BRISTOL-MYERS SQUIBB 
(in Deutschiand unter der Handelsbezeichnung "Amphotericin B" erhaltlich) als 
Trockensubstanz vor, welche in Wasser rekonstituiert werden mufl und dann als rnizellare 
Dispersion von Amphotericin B und Na-Desoxycholat in Wasser vorliegt. Urn eine 
applikationsfertige Infusionslosung zu erhalten, kann die so erhaltene Stammlosung nur noch 
mit elektrolytfreien Tragerlosungen, wie z.B. einer 5% Glucoselosung, bis zur erwiinschten 
Endkonzentration verdunnt werden. 

Dieses Praparat weist zudem einen nur geringen therapeutischen Index auf, d.h. das Fenster 
zwischen effektiver und toxischer Dosis ist sehr schmal. Daruber hinaus ist, trotz des relativ 
breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, dieses Praparat bei bestimmten 
Kj*ankheitsbildern wenig effektiv, weil die Wirksubstanz den Ort der mykotischen Infektion 
nicht oder nur in zu kleinen Konzentrationen erreicht, so daB Amphotericin B dort seine 
charakteristische antifungal Wirkung nicht oder nur unzureichend entfalten kann. 

Urn diese Nachteile des Originatorpraparats zu iiberwinden, wurde eine Reihe von 
Amphotericin B-Praparaten entwickelt, welche Lipid-Formulierungen darstellen, z.B. 
Lipidkomplexe mit Amphotericin B, kolloide Dispersionen von Cholesterylsulfat mit 
Amphotericin B und liposomal verpacktes Amphotericin B. Alle diese Arzneiformen weisen 
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zwar einen groBeren therapeutischen Index und eine hohere Vertraglichkeit, insbesondere eine 
geringere Nephrotoxizitat im Vergleich mit einer herkomrnlichen Amphotericin B- 
Desoxycholat-Formulierung auf, weshalb sie auch in hoheren Dosen verabreicht werden 
k6nnen, dennoch lassen sich bei hohen Dosen die oben beschriebenen Nebenwirkungen nicht 
ganz verrneiden. 

Ein-gravierender Nachteil soldier Lipidformulierungen von Amphotericin B ist jedoch in den 
sehr hohen Herstellungkosten und den damit verbundenen Handelspreisen zu sehen. Daruber 
hinaus mtlssen diese komplizierten Arzneiformen bis zu ihrer applikationsfertigen Form nach 
wie vor in umstandlicher Weise rekonstituiert werden. Nicht zuletzt wegen dieser Nachteile 
ist trotz der verbesserten therapeutischen Breite bei den Lipidformulierungen des 
Amphotericins B eine breite Akzeptanz auf dem Markt ausgeblieben. 

Als weitere Methode, Amphotericin B in eine wasserlosliche Form fur Injektionszwecke zu 
iiberflihren, ist in der Literatur die Bildung eines Amphotericin B-Arabinogaiactan-Konjugats 
beschrieben (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Vol. 43 No. 8, 1999, 1975-1981). 
Arabinogalactan ist ein aus Larchen gewonnenes wasserlosliches Polysaccharid aus 
Arabinose- und Gaiactose-Einheiten im Verhaltnis 1:6. Die Bindung von Amphotericin B an 
Arabinogalactan erfolgt in 4 Schritten. Zunachst wird Arabinogalactan einer Perjodat- 
Oxydation unterzogen, wobei vicinale Hydroxylgruppen der Zuckereinheiten unter 
Ringspaltung in Dialdehyde uberfuhrt werden. Nach Reinigung der Reaktionsprodukte iiber 
eine Anionen-Austauschersaule wird die Amino-Gruppe des Mycosamins von Amphotericin 
B unter Bildung eines Imins (Schiffsche Base) an eine Aldehydgruppe gekoppelt und 
schlieGIich uber eine Reduktion mit Hilfe von Na-Borhydrid die Imin-Gruppe in eine Amin- 
Gruppe sowie nicht umgesetzte Aldehydgruppen in Hydroxylgruppen uberfuhrt. 

Die Kopplungsreaktion wird bei pH 1 1 ausgefuhrt. Dieser pH-Wert stellt einen KompromiO 
zwischen der Ausbeute des gebildeten Konjugats einerseits und der Toxizitatdes Konjugats 
andererseits dar. Unterhalb von pH 10 ist Amphotericin B wasserunloslich und die Ausbeuten 
sind gering. Ab pH 12 ist Amphotericin B relativ gut wasserloslich, was hohere Ausbeuten 
ennoglicht, aber das erhaltene Produkt ist toxisch. Toxizitat war ebefalls zu beobachten, wenn 
der letzte Schritt der Na-Borhydrid-Reduktion unterblieb. 



WO 03/000738 



5 



PCT/EP02/06764 



Die Antibiotika Daunorubicin und Doxorubicin gehoren zur Gruppe der Anthracycline und 
unterscheiden sich lediglich durch eine Hydroxylgruppe. Sie sind in Wasser loslich. 
Doxorubicin wird aus Kulturen des Pilzes Streptomyces peuceticus van caesius gewonnen, 
Daunomycin aus Streptomyces peuceticus oder coeruleorubiclus. 




Daunorubicin: R = H 
Doxorubicin: R = OH 



Durch ihren Tetracyclin-Rest sind Daunorubicin und Doxorubicin befahigt, unter Ausbildung 
sehr stabiler, uber langere Zeit bestandiger DNA-Interkalationskomplexe die DNA- und 
RNA~Synthese zu hemmen. Daruber hinaus bilden sie im Rahmen ihrer intrazellularen 
Metabolisierung mit Hilfe der Cytochrom-P-450-Reduktase und NADPH Semichinon- 
Radikale, welche ihrerseits weitere Radikalreaktionen auslosen (Superoxidanion- und 
Hadroxyiradikale), Dadurch gewinnen diese Antibiotika eine ausgepragte cytostatische 
Wirkung, weshalb sie als Cytostatika bei der Krebstherapie eingesetzt werden. 

Da diese Antibiotika nach oraler Applikation nur unzureichend resorbiert werden, mussen sie 
(streng) i 4 v. in Kurzinfusionen uber 10 bis 15 Minuten verabreicht werden. Ihre Verteilung im 
Organismus erfolgt schnell, wobei die hochsten Konzentrationen in Herz, Lunge, Miiz und 
Niere nachgewiesen wurden. 

Ihre schnelle Verteilung im Organismus in Verbindung mit der Bildung reaktiver Radikale 
durch Metabolisierung scheint eine der Ursachen fur die ausgepragten toxischen 
Nebenwirkungen zu sein, wodurch insbesondere das Herz in Mitleidenschaft gezogen wird. 
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Sowoh! Doxorubicin als auch Daunorubicin sind ausgesprochen kardiotoxisch. Insbesondere 
die Kardiotoxitat vom Spattyp, welche eine dosisabhangige kumulative Organtoxizitat 
darstetlt, tst in der Regel irreversibel und oftmals Iebensbedrohend. Bet Uberschreiten einer 
maximalen kumulativen Gesamtdosis, welche bei Erwachsenen bei 550 mg/nr 
Korperoberflache Hegt, steigt die Inzidenz der anthracyclininduzierten Kardiomyopathie rasch 
an. Daher besteht ab einer Gesamtdosis von 550 mg/m 2 Korperoberflache eine etwa 5% 
Risiko fur das Auftreten einer schweren Herzinsuffizienz. 1st diese kumulatitive Gesamtdosis 
erreicht, muB die Therapie unterbrochen werden. 

Der voiiiegenden Erfmdung liegt daher die Aufgabe zugrunde, fur solche 
aminozuckerhaitigen Antibiotika Arzneiformen zur Verftigung zu stellen, in welchen die 
spezifischen toxischen Nebenwirkungen reduziert sind, welche eine gleichmafligere, 
kontrollierte Verbreitung im Organismus gewahrleisten und damit eine hohere Dosierung 
zulassen und welche dennoch einfach anzuwenden sind. Eine weitere Aufgabe der Erfmdung 
besteht darin, ein kostengiinstiges Verfahren zur Hersteilung dieser Arzneiformen mit hoher 
Ausbeute zur Verftigung zu stellen. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB sich diese Aufgaben mit einem Konjugat von 
Starke oder Starkederivaten mit solchen Antibiotika losen laBt. Die erfmdungsgemaBe 
Arzneiform ist ein wasserlosliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in 
Form eines Polysaccharid-Konjugats der allgemeinen Forme! (I) 

A 

i 

O 

R 4 ' 

1 r 
o 

H I H ^NH 
o — C — C — C — CtT ( I ) 

I H I 
HO-CH O-R^ 



in welcher bedeuten: 



B = ein in a~7,4-Verknupfung verbundenes Polymer, ausgewahlt aus der Gruppe 

Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke, losliche Amylose, losliche Amylose in 
hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, losliches Amylopektin, und 
losliches Amylopektin in hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, 
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CH 3 

R 3 = H, (CH 2 ) 2 -OH, C H,-CH °derB, 

" 6h 



CH 3 

R\R" unabhangig voneinander H, (CH0 2 -OH oder CH? — CH 

" 6h 



mit den Bedingungen, daB 

B = Amy lose oder Amylopektin ist, wenn R 2 = R 3 = R 4 = H 
B = Hydroxyethylstarke, hydoxyethyliertes Amylopektin oder 

hydroxyethylierte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 , R 4 = (CH 2 ) 2 ~OH sind, 
B = Hydroxypropylstarke, hydroxypropyliertes Amylopektin oder 

CH 3 

hydroxypropylierte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 ,R 4 = CH 2 ~-CH sind » 
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wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Arninogruppe an C 3 des Aminozuckers 
des Antibiotikums unter Ausbildung einer Peptidbindung verkntipft ist. 

Als Starke oder Starkederivate kommen Amylose (unverzweigt nur mit a-l,4-glykosidischer 
Verknupfung) und/oder Amylopektin (verzweigt, zusatzlich mit a-l,6-glykosidischer 
VerkniipFung) sowie insbesondere hydroxyalkylierte Starke in Betracht. Bei Verwendimg von 
Amylose oder Amylopektin wird im Handel erhaltliche sog. "losliche 1 ' Starke eingesetzt. 
Letztere kann auch in hydroxyethylierter und hydroxypropylierter Form vorliegen. 

Bei dem erfindungsgemaB bevorzugten Einsatz der hydroxyalkylierten Starken 
Hydroxyethylstarke und Hydroxypropylstarke kann das mittlere Molekulargewicht (Gew.- 
Mittel M w ) im Bereich zwischen 2000 und 2* 10 6 Dalton liegen. Der mittlere 
Poymerisationsgrad sol! jedoch mindestens 15 betragen und in einer bevorzugten 
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Ausfuhrungsform bis ca 3000 reichen (entsprechend einem mittieren Molekulargewicht von 
ca. 5 * 1 0 5 ). Insbesonders bevorzugt ist der Einsatz von Hydroxyethylstarke. 

Die im Folgenden gemachten Ausfiihrungen mit Hydroxyethylstarke als besonders 
bevorzagter Ausfuhrungsform gelten in anioger Weise auch flir Hydroxypropylstarke. 

Bevorzugt soil in einem erfindungsgernaflen Antibiotikum-HES-Konjugat das 
Molekulargewicht der HES iiber der Nierenschwelle fur HES liegen, d.h. uber 70000 Dal ton. 
Besonders bevorzugt ist eine HES der Spezifikation 130/ mit einem mittieren 
Molekulargewicht von 130000 Dalton. Der Substitutionsgrad MS liegt vorzugsweise im 
Bereich von 0,1 bis 0,8. In bevorzugter Ausfuhrungsform liegt der Substitutionsgrad im 
Bereich von 0,3 bis 0, 5. Das bevorzugte C 2 /C 6 -Verhaltnis liegt im Bereich von 2 bis 12, in 
besonders bevorzugter Ausfuhrungsform im Bereich von 5 bis 1 1. Dabei kann HES sowohl 
unverzweigt nur mit uberwiegend a-l,4-glykosidischen Verknlipfungen vorliegen als auch 
verzweigt mit sowohl a-l,4-glykosidischen Verknupfungen als auch a-l,6-glykosidischen 
Verknupfungen. 

In einem erfindungsgemafien Konjugat erfolgt verfahrensmaRig die Bindung des 
Polysaccharids an die Aminogruppe des Aminozuckers des Antibiotikums, indem die freie, 
reduzierende Aldehydgruppe- des endstandigen Polysaccharid-Molekuls , vorzugsweise mit J 2 
zu einer Aldonsauregruppe oxydiert wird, welche ihrerseits mit einer freien Hydroxylgruppe 
der endstandigen Zuckereinheit, vorzugsweise am C 4 -Atom der endstandigen Zuckereinheit, 
einen Lactonring ausbildet, der dann weiter mit der Aminogruppe des Aminozuckers des 
Antibiotikums eine Peptidbindung eingehen kann. Im Gegensatz zur Bildung einer 
Schiffschen Base aus den von einer Perjodat-Oxidation stammenden Aldehydresten des 
Arabinogalactans mit der Aminogruppe des Aminozuckers lafit sich die erfindungsgemafie 
Kopplungsreaktion des Oxydationsprodukts am reduzierenden Ende von HES mit der 
Aminogruppe des Aminozuckers (z.B. Mycosamin im Falle von Amphotericin B) mit groBer 
Ausbeute in einem organischen Losungsmittel, z.B. DMSO, ausfuhren, in welchem z.B. das 
Antibiotikum Amphotericin B loslich ist. 
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Diese Kopplungsreaktion envies sich als auBerordentlich selektiv und fuhrte mit hoher 
Ausbeute zu einem Antibiotikum-Starke-Konjugat, welches, anders als bei einer 
Perjodatoxidation, ein Molverhaltnis zwischen Antibiotikum und Polysaccharid von 1:1 
ergibt. 

Das erhaltene Konjugat envies sich tiberraschenderweise auch als nicht toxisch, so daB es 
auch oral applizierbar ist. Die Kopplung des Polysaccharid-TrSgers, insbesondere von HES, 
an das Antibiotikum bewirkte auch im Falle des an sich wasserunloslichen Amphotericin B, 
daB das Konjugat insgesamt (iber eine ausreichende Wasserloslichkeit verfugt. Dies hat zur 
Folge, daB die Losung des Konjugats bzw. die Verdiinnung auf die gewunschte applizierbare 
Endkonzentration auch mit elektrolythaltigen Losungsmitteln bzw. Gemischen (z.B. einer 
Mischung aus isotonischer Kochsalzlosung und Glucoselosung) erfolgen kann. Da aufierdem 
das erhaltene Konjugat nicht mehr toxisch ist, lassen sich damit hohere Dosen, z.B. fur das 
Amphotericin B-Konjugat Tagesdosen bis zu 15 mg Amphotericin B-Anteil, applizieren. 

Weil Hydroxyethylstarke ohnedies in groBen Dosen intravenos als Plasrnaexpander appliziert 
werden kann, sind bei der Kopplung von HES und Amphotericin B nicht umgesetzte Anteile 
von HES physiologisch unbedenklich und brauchen daher nicht eigens vom Reaktionsprodukt 
abgetrennt zu werden, was bei der Synthese von groflem okonornischem Vorteil ist. Im Falle 
des Amphotericin B ist auch keine abschlieBende Hydrierung erforderlich, um das gebildete 
Konjugat weniger toxisch zu machen. Daruber hinaus wurde uberraschenderwiese gefunden, 
dafi ungebundene Hydroxyethylstarke an sich auf Amphotericin B sogar eine solubilisierende 
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Wirkung ausiibt, wodurch sich mit iiberschtissiger HES eine zusatzliche StabiHsierung des 
antimykotischen Wirkstoffs erzielen laBt. 

Ein weiterer Vorteil eines erfmdungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats besteht darin, 
dafi der Polysccharid-Anteil durch Serum- a- Amylase abbaubar 1st Dieser Abbau ist in der 
einschlagigen Literatur zur Pharmokokinetik der als Plasmaexpander eingesetzten HES 
ausflihrlich beschrieben. Daruber hinaus ist auch die Peptidbindung zwischen dem 
Polysaccharid-Anteil und dem Antibiotikum in vivo einem enzymatischen Angriff prinzipiell 
zuganglich. 

Wie sich aus Untersuchungen an dem als Leit-Mikroorganismus aus dem Spektrum der 
moglichen Pilzinfektionskeime bekannten Candida albicans zeigte, wiesen die 
erfmdungsgemaBen Konjugate von Amphotericin B den Lipidformulierimgen vergleichbare 
Wirksamkeiten auf. Im Hamolysetest an Schafserythrocyten konnte demonstriert werden, daB 
die in-vitro-Toxizitat eines Amphotericin B-HES-Konjugats wesentiich geringer ist als bei 
handelsublichen Amphotericin B-Desoxycholat-Fonnulierungen. 

Ein maflgeblicher Vorteil eines erfmdungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats ist darin zu 
sehen, daB sich durch geeignete Auswahl von Molekulargewicht, Substitutionsgrad, 
Substitutionsmuster und Verzweigungsgrad der eingesetzten HES die pharmakokinetischen 
Eigenschaften des erhaltenen Konjugats praktisch maBgeschneidert auf die Bedlirfriisse eines 
jeweiligen Patienten einstellen lassen. 

In den folgenden Beispielen wird das Herstellungsverfahren und die hamolytische Wirkung 
der bevorzugten Antibiotikum-HES-Konjugate naher erlautert. 



Beispiel 1 

Oxvdation von HES 13QkD: 

1 0 g HES (130kD) werden in ein ReaktionsgefaB gegeben und in einem moglichst geringen 
Volumen Wasser in Losung gebracht. Zu dieser Losung werden unter Ruhren (Magnetriihrer) 
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2 ml einer 0, 1 N Jod-Losung ca, 3 ml einer 0,1N NaOH-Losung gegeben. Die Mischung wird 
solange geruhrt, bis die Farbe, die J 2 anzeigt, verschwunden ist. Die Zugabe von Jod-Losung 
und/oder NaOH-Losung wird rnehrmals wiederholt bis insgesamt 10 ml 0,1N Jod-Losung und 
20 ml 0,1N NaOH-Losung zugegeben worden sind. Die erhaltenen Losung wird sodann uber 
eine H + -Ionenaustauschersaule (Amberlite IR 120) gegeben und anschlieBend in einem 
Diaiyseschlauch mit einer AusschluBgrenze von 4-6 kD liber einen Zeitraum von 20 h gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Das dialysierte Podukt wird lyophilisiert und der 
Oxidationsgrad mit Hiife der Methode von SOMOGYI ermittelt. 

Ermittlung des Oxidationsgrades: 

Zur Bestimmung des gebildeten oxydierten HES (ox-HES) wurde das Verfahren von 
SOMOGYI herangezogen (Meth. Carbohydrate Chem., 1, 384-386, 1962). Das Verfahren 
beruht auf der Ermittlung der freien Aldehyd-Gruppen ilber die Reduktion von Cu 2+ zu Cu + , 
Cu f wird mit Hilfe von aus lodid und Iodat gebildetem Iod wieder zu Cu 2+ oxidiert. 
Uberschussiges Iod wird sodann mittels Thiosulfat titriert. 

Beispiel 2 

Synthese eines Amphotericin B-HES-Konjugats: 

In einem ReaktionsgefaB werden 650 mg (1,5 • 10" 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 2,8 mg (3,0* 10" 6 Mol) Amphotericin B unter Ruhren 
(Magnetruhrer) in ca. 4 ml wasserfreiem DMSO bei Raumtemperatur unter N r Atmosphare 
gelost. Unter LichtausschluB wird die Mischung 24 h lang bei 70°C reagieren gelassen. Die 
Aufarbeitung des Reaktionsprodukts erfolgt unter LichtausschluB nach Zugabe von 10 Vol. 
H 2 0 mittels Dialyse gegen H 2 0 ilber einen Zeitraum von 48 h bei 4°C unter 4-maligem 
Wechseln des Wassers. Das anschlieBend lyophilisierte Produkt ergab ein schwach gelbliches 
Pulver, 

Das Kopp lungs verfahren wurde mit 3 weiteren Ansatzen wiederholt. wobei sich eine 
reproduzierbare Ausbeute fur die Kopplungsreaktion von > 90% ergab. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 wiedergegeben. (Die in dieser Tabelle in der letzten Spalte angegebenen 
Ausbeutemengen beziehen sich auf das Kopplungsprodukt plus nicht umgesetzter HES). 
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Tabelle 1 
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oxHES 


Ampho B 


wasserfreies 
DMSO 


Reaktionszeit 

und 
-temperatur 


Reaktions- 

UWIIIgUllgCII 


Ausbeute an 
Ampho-HES 
nach Dialyse 


Ansatz 1 


650 mg 
n S • 1 0-5 Mnh 


2,8 mg 

/"TO* lA-6 Mnll 
V. -3 ,U 1U v 1V1U 1 J 


-4 ml 


24 h 

/u C 


im Dunkeln 
unter 


460 mg 


Ansatz 2 


10,0 g 
(2,4*10-4 Mol) 


44,0 mg 
(4,7-10-5 Mol) 


*40 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


7,0 g 


Ansatz 3 


12,0 g 
(2,8- lO" 4 Mol) 


52,0 mg 
(5,6-10-5 Mol) 


* 30 ml 


24 h 

70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


8,4 g 


Ansatz 4 


7,2 g 
(1,7- 10-4 Mol) 


3 1 ,2 mg 
(3,4-10-5 Mol) 


= 20 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


5,1 g 



Die erhaltenen Amphotericin B-HES-Konjugate wurden liber ihr UV-Spektrum charakterisiert 
(0,5 g / 5 ml H,O dcst ) und zeigten im Bereich von 300-400 nm die fur polymere bzw. mizellare 
Wechselwirkungen von Amphotericin B typischen Banden. Im Gegensatz zu freiem 
Amphotericin B, das in Wasser praktisch unloslich ist, wiesen die erhaltenen Amphotericin- 
HES-Konjugate eine Wasserloslichkeit von > 0,1 g / 5 ml H 2 0 auf. 

Mit Hilfe von LALLS-GPC (Low Angle Laser Light Scattering in Kombination mit Gel- 
Permeations-Chromatographie) wurden folgende GPC-Kenndaten bestimmt: 

Gewichtsgemitteltes Molekulargewicht M w ; 102.700 

Zahlenmittel des Molekulargewichts: 36.050 

Spitzenfraktion (10%): 24.050 

Bodenfraktion (90%): 13.800 



Diese Kenndaten entsprachen im wesentlichen den Kenndaten der verwendeten HES. 
Beispiel 3 

Hamolvse-Vergleichstest des Amphotericin B-HES-Koniugats: 

Die hamolytische Wirkung des erfindungsgemSfien Ampho-HES-Prapararts wurde im 
Vergleich mit einer handelsublichen Amphotericin B-DesoxycholatrFormulierung 
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("Amphotericin B" von Bristol-Meyers-Squibb, Chargen-Bezeichnung: A068),dessen 
Wirkstoff ab einer Konzentration von 8 fig/ml hamolyttsch sein soli (R. Falk,et al., 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1999, 1975-1981), ermittelt. 

Stammlosung fur erfmdungsgemaBes Praparat: 1 1,61 g Ampho-HES (entsprechend einem 
Gewichtsanteil von 50 mg Amphotericin B) wurden in 50 ml 5% Glucose-Losung 
(Chargenbez.: 923 3 A4 der Fa. Braun Melsungen) gelost. Der Wirkstoffgehalt der so 
hergestellten Stammlosung betrug 1 mg Amphotericin B pro ml Von dieser Stammlosung 
wurden gemafi Tabelle 2 drei Verdunnungen hergestellt und ebenfalls auf ihre hamolytische 
Wirkung untersucht. 

Handelstibliches Vergleichspraparat (Amphotericin B-Desoxycholat-Formulierung): Eine 
Flasche a 50 mg wurde mit 10 ml A. a. injectabilia (Chargenbez.; 0514A63 der Fa. Braun 
Melsungen) gelost und in 5% Glucoselosung auf 0,12 mg/ml Amphotericin B verdiinnt 

Hersteilung der Erythrocytensuspension: Frisch entnommenes humanes Blut wurde etwa mit 
dem 5-fachen Volumen steriler 0,9 % NaCl-Losung (Chargenbez.: 9055A64 der Fa. Braun 
Melsungen) verdunnt und 5 Minuten lang bei einer relativen Zentrifugalbeschieunigung von 
2000 zentrifugiert Danach wurde die uberstehende Losung abgesaugt und die sedimentierten 
Erythrocyten noch zweimal auf die gleiche Weise behandelt 

Die so gewaschenen Erythrocyten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und - 
sofern erforderlich - mit steriler 0,9% NaCl-Losung auf eine Endkonzentration von ca. 5 • 10* 
Erythrocyten pro ml nachverdunnt. Diese Suspension ist laut DIN-Morm bei Raumtemperatur 
bis zu max. 6 Stunden verwendbar. 

Hamolyse-Vergleichstest: Je 5 ml der zu prufenden Losungen wurden mit 1 ml der obigen 
Erythrocytensuspension vermischt, in ein gereinigtes Zentrifugenrohrchen uberfuhrt und 20 
Minuten lang in einem Wasserbad bei 37 ± 1°C inkubiert. AnschlieBend wurde 5 Minuten bei 
einer relativen Zentrifugalbeschieunigung von 2000 zentrifugiert 

Von der uberstehenden Flussigkeit wurde die Extinktion gemessen. Als Negativkontrollen 
dienten jeweils 5 ml der 0,9% NaCl-Losung und der 5% Glucose-Losung, welche mit 1 ml 
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der Erythrocytensuspension vermischt, ebenfalls 20 Minuten lang bei 37 ± t°C inkubiert und 
ciann wie oben zentrifugiert wurden. 

Zur Prufung auf Hamolyse wurden in einem Photometer die Extinktionen der jeweiligen 
Uberstande gegen die Negativkontrollen bei einer Wellenlange von 576 run unter 
Verwendung einer Kuvette mit 10 mm Schichtdicke gemessen. Auf Grund der 
unterschiedlichen Farbungen der Losungen wurden zum Vergleich von den Losungen ohne 
Erythrocytensuspension ebenfalls die Extinktion gemessen. 

Die Ergebnisse der diversen Testansatze sind in Tabelle 2 zusammengefaGt. 



Tabelle 2 



Priiflosung 


Konzentration 
Amphotericin B 

der Losung 
mg/ml 


Konzentration 
Amphotericin B 

im Testansatz 
mg/ml 


Extinktion 
576 nm 


Extinktion 
576 nm ohne 
Erythrocyten 


0,9% NaCI 






0,015 


0,000 


5% Glucose 






0,016 


0,000 


Handelspraparat 


0,12 


0,1 


2,27 l n 


0,008 


AmphoHES 


0,12 


0,1 


0,027 


0,033 


Ampho HES 


0,24 


0,2 


0,061 


0,076 


Ampho HES 


0,48 


0,4 


0,274*' 


0,151 


Ampho HES 
(Stammlosung) 


1,00 


0,83 


2,452*' **' 


0,288 



) Losungen im Uberstand rot gefarbt 

*) Wegen erhohter Viskositat nach Zentrifugieren noch intakte Erythrocyten im Uberstand 
mikroskopisch nachweisbar 



Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, zeigt die getestete, im Handel erhaltliche Amphotericin B- 
Desoxycholat-Formuiierung bereits bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml irn Testansatz 
unter den obigen Testbhedingungen stark hamolytische Wirkung. Der Uberstand hatte bei 576 
nm eine Extinktion von 2,271 und war stark rot gefarbt. 

Im Vergleich dazu war beim erfmdungsgemaBen Ampho-HES-Praparat bis zu einer 
Konzentration von 0,2 mg Amphotericin B pro ml keine hamolytische Wirkung zu 
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beobachten. Erst bei einer Konzentration von 0,4 mg/rnl war im Ub erst and des Testansatzes 
im Vergleich mil der Negativkontrolle eine leichte Rotfarbung zu erkennen, was sich auch in 
den Extinktionswerten bemerkbar machte. Bei dieser Amphotericin B-Konzentration im 
Testansatz liegt denmach eine leichte hamolytische Wirksamkeit vor. Eine starke 
hamolytische Wirksamkeit durch das Testpraparat war bei einer Konzentration von 0,83 
mg/mi zu erkennen, wo der Oberstand stark rot gefarbt war. Daneben lieBen sich im 
Uberstand auch noch mikroskopisch wenige intakte Erythrocyten nachweisen, die wegen der 
hohen Viskositat wahrend der Sedimentationszeit noch nicht ins Pellet sedimentieren konnten. 

Beispiel 4 

Synthese eines Daunorubicin-HES-Konjugats: 

In einem ReaktionsgefaB wurden 650 mg (1,5 * 10" 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 0,8 mg (3,0 • 10* 6 Mol) Daunorubicin unter denselben 
Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelassen und wie in Beispiel 2 
weiterbehandelt. Auch hier wurde eine reproduzierbare Ausbeute von ca 72 % erhalten. 

Beispiel 5 

Synthese eines Doxorubicin-HES-Konjugats: 

In einem ReaktionsgefaB wurden 650 mg (1,5 • 10" s Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, 
Oxidationsgrad ca. 100%) und 0,8 mg (3,0* 10* 6 Mol) Doxorubicin unter denselben 
Verfahrenbedingen wie in Beispiel 2 reagieren gelassen und wie in Beispiel 2 
weiterbehandelt. Die erzielte Ausbeute betrug ebenfalls ca. 70 %. 
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Patentanspriiche 



1 . Wasseriosliches einen Aminozueker aufweisendes Antibiotikum-Derivat in Form 
eines Polysaccharid-Konjugats der allgemeinen Forrael (I) 

A 
I 

O 

R4 I 

1 '?■ 

o 

H I H ^NH 
B-O-C-C-C-CC ( 1 ) 

HO-CH 0-R3 



H 2 C-0-R2 



in welcher bedeuten: 



B = ein in a-/,4-Verknupfung verbundenes Polymer, ausgewahit aus der Gruppe 

Hydroxyethylstarke, Hydroxypropylstarke, losliche Amylose, losliche Amylose in 
hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, losliches Amylopektin, und 
losliches Amylopektin in hydroxyethylierter und/oder hydroxypropylierter Form, 

CH 3 

R 2 = H, (CH,),-OH, CH.-CH oder B, 

CH 3 

R\ R 4 unabhangig voneinander H, (CH 2 ) 2 -OH oder CH2 — CH 

Ah 



mit den Bedingungen, dalj 

B = Amylose oder Amylopektin ist, wenn R 2 ™ R 3 = R 4 = H 
B = Hydroxyethylstarke, hydoxyethyliertes Amylopektin oder 

hydroxyethylierte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 ,R 4 = (CH 2 ) 2 ~OH sind, 
B = Hydroxypropylstarke, hydroxypropyliertes Amylopektin oder 



CH 3 

hydroxypropylierte Amylose ist, wenn R 2 , R 3 , R 4 = CH 2 ™CH s * n d; 

Ah 
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mit R 1 = H oder OH, 



wobei der Polysaccharidanteil des Konjugats mit der Aminogruppe an C 3 des Aminozuckers 
des Aritibiotikums unter Ausbildung einer Peptidbindung verkniipft ist. 

2. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Molverhaltnis zwischen dem Antibiotikum- und Polysaccharidanteil 1:1 ist. 

3. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Polysaccharidanteil aus Hydroxyethylstarke besteht. 

4. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 1 bis .3, dadurch gekennzeichnet, da/3 das 
mittlere Molekulargewicht der Hydroxyethylstarke im Bereich zwischen 2000 und 2 • 10 6 
Dalton liegt. 

5. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 3 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke einen mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 aufweist. 

6. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
mittlere Molekulargeicht der Hydroxyethylstarke > 70000 Dalton ist. 

7. Antibiotikum-Derivat nach den Anspruchen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke die Speziftkation 130/ und einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 
0,1 bis 0,8 aufweist 

8. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 aufweist. 
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9. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Hydroxyethyistarke ein C 2 /C 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von 2 bis 12 aufweist. 

10. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethyistarke ein C 2 /C 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von von 5 bis 11 aufweist. 

1 1. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hydroxyethyistarke unverzweigt in a-l,4-giykosidischer Verkniipfung vorliegt. 

12. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hydroxyethyistarke verzweigt mit a-l,4-glykosidischer Verkniipfung und a-1,6- 
glykosidischer Verkniipfung vorliegt. 

13. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Amphotericin B ist. 

14. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Daunorubicin ist. 

15. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Antibiotikum Doxorubicin ist. 

1 6. Verfahren zur Herstellung eines Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats nach jedem 
der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, das Polysaccharid an seinem reduzierenden 
Ende in wassriger alkalischer Losung unter Ausbildung eines Lacton-Rings oxidiert wird und 
das erhaltene Produkt zusammen mit dem einen Aminozucker aufweisenden Antibiotikum zur 
Bildung enes Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats in einem organischen Losungsmittel 
reagieren gelassen wird. 

1 7. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Oxidation des 
Polysaccharids am reduzierenden Ende mit J 2 erfolgt. 
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18. Verfahren nach den Anspriichen 16 und 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kopplung des oxidierten Polysaccharids an das Antibiotikum in einem organischen 
Lfisungsmittel erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als organisches 
Losungsmittel Dimethylsulfoxid eingesetzt wird. 

20. Verfahren nach einem der Ansprtiche 16 bis 19, dadurch gekennzeichnet daB als 
Polysaccharid Starke oder eine Starkederivat eingesetzt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB Hydroxyethylstarke 
eingesetzt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB Hydroxyethylstarke rnit 
einem mittleren Molekulargewicht im Bereich zwischen 2000 und 2 • 10 6 Dalton eingesetzt 
wird. 

23. Verfahren nach den Anspriichen 21 und 22, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Polymerisationsgrad von mindestens 15 eingesetzt 
wird. 

24. Verfahren nach den Anspriichen 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Molekulargewicht von > 70000 Dalton eingesetzt 
wird. 

25. Verfahren nach den Anspriichen 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit der Spezifikation 130/ und einem Substitutionsgrad MS im Bereich 
von 0,1 bis 0,8 eingesetzt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylstarke 
mit einem einem Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 eingesetzt wird. 
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27. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Hydroxyethylstarke mit einem C 2 /C 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von 2 bis 12 
eingesetzt wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB eine Hydroxyethylstarke 
mit einem C 2 /C 6 -Substitutionsverhaltnis im Bereich von 5 bis 1 1 eingesetzt wird. 

29. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
unverzweigte Hydroxyethylstarke mit <z-l,4-g!ykosidischer Verkniipfung eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
verzweigte Hydroxyethylstarke mit a-l,4-glykosidischer Verkniipfung und a- 1,6- 
glykosidischer Verkniipfung eingesetzt wird, 

31. Verfahren nach jedem der Anspriiche 21 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daB anstelle 
der Hydroxyethylstarke Hydroxypropylstarke eingesetzt wird. 

32. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 31, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Amphotericin B eingesetzt wird. 

33. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Amphotericin B eingesetzt wird. 

34. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Daunorubicin eingesetzt wird, 

35. Verfahren nach jedem der Anspriiche 16 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Antibiotikum Doxorubicin eingesetzt wird. 

36. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Amphoceritin B-Konjugats zur 
systemischen Behandlung mykotischer Infektionen. 
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37. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethylstarke ist. 

38. Verwendung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxypropylstarke ist. 

39. Verwendung eines Starkederivats zur Herstellung eines Daunorubicin-Konjugats zum 

Einsatz in der Krebstherapie. 

40. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxyethylstarke ist. 

41. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB das Starkederivat 
Hydroxypropylstarke ist. 
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(57) Abstract: The invention relates to novel pharmaceutical forms for antibiotics containing amino sugar, amphotericin B, daunoru- 
bicin and doxorubicin, in which the known side effects are reduced and which can be used in a simple manner. The antimycotic 
agent B is nephrotoxic. The cytostatic agents daunorubicin and doxorubicin are highly cardiotoxic. The novel pharmaceutical forms 
are antibiotic-starch conjugates, wherein the antibiotic is combined with the polysaccharide at the reducing end thereof by means of 
a peptide bond. According to the invention, said bond is carried out by means of J 2 -oxidation of the starch derivative at the reducing 
end thereof in an aqueous alkaline solution, and by coupling the starch derivative oxidised thereby to the antibiotic in an organic 
solution. The conjugates obtained are less toxic. The polysaccharide part can be decomposed by serum-a-amylase and the peptide 
bond can be accessed by an enzymatic attack. 

(57) Zusammenfassung: Es sollten neue Arzneiformen fur die aminozuckerhaltigen Antibiotika Amphotericin B, Daunorubicin und 
Doxorubicin bereitgestellt werden, bei welchen die bekannten Nebenwirkungen reduziert und welche unkompliziert anwendbar sind. 
Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch. Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark kardiotoxisch. 
Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjugate, wobei das Antibiotikum mit dem Polysaccharid an dessen reduzie- 
rendem Ende uber eine Peptidbindung verknupft ist. Verfahrensmassig erfolgt diese Bindung uber J 2 -Oxidation des Starkederivats 
an seinem reduzierenden Ende in wassriger alkalischer Losung und anschliessender Kopplung des so oxidierten Starkederivats an 
das Antibiotikum in organischer Losung. Die erhaltenen Konjugate sind weniger toxisch. Der Polysccharid-Anteil ist durch Se- 
rum-a-Amylase abbaubar und die Peptidbindung einem enzymatischen Angriff zuganglich. 
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C.(Fortset2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit ertortierlich unter Angabe der In Betrachtkommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE WPI 

Section Ch, Week 197911 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class A96, AN 1979-20500B 

XP002238925 

& JP 54 014513 A (KYOWA FERMENTATION KK), 
2. Februar 1979 (1979-02-02) 
Zusammenfassung 



FALK RAMA ET AL: "A novel injectable 
water-soluble amphotericin 
B-arabinogalactan conjugate." 
ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
Bd. 43, Nr. 8, August 1999 (1999-08), 
Seiten 1975-1981, XP002182534 
ISSN: 0066-4804 
Zusammenfassung 

Seite 1977 

EHRENFREUND-KLEINMAN T ET AL: "Synthesis 
and characterization of novel water 
soluble amphotericin B-arabinogalactan 
conjugates" 

BIOMATERIALS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS 
BV., BARKING, GB, 

Bd. 23, Nr. 5, 1. Marz 2002 (2002-03-01), 
Seiten 1327-1335, XP004334096 
ISSN: 0142-9612 



Zusammenfassung 

Seite 1330 -Seite 1334; Tabelle 5 



1,2, 
16-20 



3-12, 
21-31 

1,2,13, 
16-20, 
32,33, 
36-38 



3-12, 
21-31 



1,2,13, 
16-20, 
32,33, 
36-38 



3-12, 
21-31 
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INTERNAT10NALER RECHERCHENBERICHT 



TCT/EP 02/06764 



Feid I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich a!s nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus foigenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht ersteilt: 
i . [ | AnsprOche Nr. 

we({ sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpfllchtet ist, namlich 



2 ' PH Anspruche Nr. 1-2, 13-20, 32-36, 39 und 42 teilweise 

wefi sie sich auf Teile der internationalen Anmeidung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolie internationale Recherche nicht durchgefuhrtwerden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. r 1 Anspruche Nr. 

well es sich dabei urn abhangige Anspruche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6,4 a) abgefaBt sind. 



Feld It Bemerkungen bei rnangelnder Einheitlichkeit der Eriindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgesteiit, daB diese Internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . ] j Da der Anmelder aile erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich disser 
J — 1 internationaie Recherchenbericht auf alie recherchierbaren Anspruche. 



X Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
— 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hStte, hat die Behttrde nicht zur Zahiung einer soichen Gebuhr aufgefordert 



3. Da der Anmefder nur einige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. | [ Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in foigenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs j J Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

j [ Die Zahiung zusatzilcher Recherchengebuhren erfoigte ohne Widerspruch. 
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Internationales AtosnzBtohenPCT/EP 02 /06764 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 1-2, 13-20 , 32-36, 39 und 42 teilweise 



Die geltenden PatentansprQche 1-2, 13-20, 32-36, 39 und 42 beziehen sich 
auf eine unverhaltnlsmaBig groBe Zahl moglicher Verbindungen, sowle auf 
Verfahren zu deren Herstel lung, und auf deren Verwendung, von denen sich 
nur ein kleiner Anteil im Sinne von Art. 6 PCT auf die Beschreibung 
stutzen und/oder als im Sinne von Art. 5 PCT in der Patentanmeldung 
offenbart gel ten kann. Im vorliegenden Fall fehlt den Patentanspruchen 
die entsprechende Stutze und fehlt der Patentanmeldung die notige 
Offenbarung in einem solchen Ma8e ? da8 eine sinnvolle Recherche Ober den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentansprtiche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als gestutzt und offenbart erscheinen, namlich die Teile betreffend 
die Verbindungen, die in den Ausfuhrungsbeispielen angegeben sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentansprtiche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein international 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Rege? 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die PatentansprQche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue PatentansprQche vorlegt. 



BNSDOCiD: <WO 03000738A3_I_> 



Internationales AktenzelchenPCT/tP 02 /06764 

WEfTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 

Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da6 diese 
international Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche; 1-12, 16-31 teilweise, und 13, 32-33, 36-38 

Konjugat von Hydroxy-Athyl -Starke und Amphotericin B 

2, Anspruche; 1-12, 16-31 teilweise, ■ und 14-15, 34-35, 39-44 

Konjugat von Hydroxy-Athyl -Starke und Daunorubicin oder 
Doxorubicin 
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